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略語表 
 AM：Amphisome-like vacuoles 
Amt：Amantadine 
 AP：Autophagosome-like vacuoles 
ATG：Autophagy related gene 
 FIP200：Focal adhesion kinase family interacting protein of 200 kD 
 HA：Hemagglutinin 
 ISG：Interferon stimulated genes 
 JNK1：c-Jun N-terminal kinase 1 
LC3：Microtuble-associated protein light chain 3 
LIR：LC3 interacting region 
M1：Matrix protein 1 
 M2：Matrix protein 2 
 mTOR：mammalian target of rapamycin 
 MVB：Multivesicular bodies 
 NLR：NOD-like receptors 
 NP：Nucleoprotein 
 NS1：Nonstructural protein 1 
NS2：Nonstructural protein 2 
PA：Polymerase acidic protein 
PAMPs：Pathogen-associated molecular patterns 
PB1：Polymerase basic protein 1 
PB2：Polymerase basic protein 2 
PI3K：Phosphoinositide 3-kinase 
PI3P：Phosphatidylinositol 3-phosphate 
PKR：double-stranded RNA-binding protein kinase 
PRRs：Pathogen recognition receptors 
TLR：Toll-like receptors 
TRIM25：tripartite motif protein 25 
ULK1：Unc-51 like autophagy activating kinase 1 
vRNA：viral RNA 
 vRNP：viral ribonucleoprotein 
WIPI：WD-repeat protein interacting with phosphoinositides 
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第 1章 序論 
 
第 1節 インフルエンザウイルス感染症 
 
 インフルエンザは、インフルエンザウイルスによって引き起こされる急性の
呼吸器疾患である。本論文で取扱う A型インフルエンザウイルスは人獣共通感
染症であり、自然宿主であるカモなどの水禽では感染しても病態を示すことは
ない。一方、ニワトリなど陸禽や哺乳動物に伝播すると病原性を示す。鳥イン
フルエンザウイルスのヒトを含む哺乳動物への伝播には適応変異が必要であり、
異なる亜型のウイルスが多重感染することによる遺伝子交雑によって、ヒトに
適応した新型インフルエンザウイルスが生み出され、世界的大流行（パンデミ
ック）が引き起こされる。20 世紀に起きたパンデミックとして、1918 年の
H1N1 亜型によるスペイン風邪、1957 年の H2N2 亜型によるアジア風邪、1968
年の H3N2 亜型による香港風邪が知られており、スペイン風邪では五千万人、
アジア風邪では十万人、香港風邪では七十万人が死亡している(1)。近年では、
アジア諸国を中心に H5N1 亜型、H7N9 亜型の鳥インフルエンザウイルスによ
るヒトの死亡例が断続的に報告されている(2)。これらの事例では鳥からヒトへ
の感染例のみであり、ヒトからヒトへの感染例は報告されていないが、さらに
適応変異を獲得することにより、ヒト－ヒト間で伝播する新型インフルエンザ
ウイルスが出現する可能性が危惧されている。上記のように、季節性の流行の
みならず、インフルエンザウイルス感染症が人類社会に与える影響は依然とし
て大きく、予防および治療を目的とした新薬開発、ならびにそのターゲットと
なるウイルスの抗生体防御機構の理解は人類にとって急務である。 
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第 2節 インフルエンザウイルス概論 
 
第 1項 インフルエンザウイルスの構造とウイルスタンパク質の機能 
 
インフルエンザウイルスはオルソミクソウイルス科に属し、Nucleoprotein
（NP）と Matrix protein 1（M1）の抗原性の違いにより、A、B、C型の 3つに
分類される。そのうち、深刻なパンデミックの発生が危惧されているのが、A
型インフルエンザウイルスである。本項では、A 型インフルエンザウイルスに
ついてのみ概説する。 
インフルエンザウイルス粒子は直径約 80～120 nm の球状またはフィラメン
ト状の構造をとり、M1 に裏打ちされた宿主由来の脂質二重膜をエンベロープ
として持つ。その表面には三量体の Hemagglutinin（HA）と四量体の
Neuraminidase（NA）がスパイク状に突出し、四量体の Matrix protein 2（M2）
がエンベロープを貫通している（Figure 1A）。ウイルス粒子内部には、8 種類
8本に分節化された一本鎖マイナス鎖 RNAがウイルスゲノムとして存在し、12
種類のウイルス遺伝子をコードしている（Figure 1B）(3)。各ウイルスゲノム
RNA（viral RNA; vRNA）は、NP が数珠状に結合し、さらに Polymerase basic 
protein 2（PB2）、Polymerase basic protein 1（PB1）そして Polymerase acidic 
protein（PA）の 3つからなるウイルス RNA依存性 RNAポリメラーゼが vRNA
の末端に結合した viral ribonucleoprotein（vRNP）複合体を形成している
（Figure 1C）(4)。HA はウイルス粒子の吸着に必須であり、細胞表面のシアル
酸を認識する。また、HA は細胞内で HA0 として翻訳され、HA1 と HA2 に切
断されることで膜融合能を獲得し、エンドサイトーシスされたウイルス粒子と
エンドソーム膜の膜融合に関わる(5)。NA はシアル酸分解活性をもち、子孫ウ
イルス粒子の細胞膜からの放出に関わる(6, 7)。M2 はプロトンチャネル活性をも
ち、エンドサイトーシスにより取り込まれた後、エンドソーム内でのウイルス
粒子の脱殻に必須である。また、M2 はコレステロール結合能をもち、子孫ウ
イルス粒子の細胞膜からの切り離しにも関わる(8, 9)。M1 は HA の cytoplasmic 
tail と vRNP 複合体と結合することでウイルス粒子の安定化に寄与する(10, 11)。
Nonstrucral protein 2（NS2/NEP）は核外輸送シグナル（NES）を介して核内で複
製された vRNP複合体の核外輸送に寄与する(12)。Nonstructural protein 1（NS1）
については、第 3項で概説する。 
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Figure 1 インフルエンザウイルスの模式図 
（A）インフルエンザウイルス粒子の模式図、（B）インフルエンザウイルスの
分節化されたウイルスゲノム RNA の模式図、（C）vRNP 複合体の模式図を示
す。 
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第 2項 ウイルス感染とオートファジー 
 
 オートファゴソームは、脂質二重膜から構成される細胞内小器官であり、栄
養飢餓、オルガネラの損傷や病原体の感染刺激により形成される。オートファ
ゴソームの形成には、（１）Unc-51 like autophagy activating kinase 1（ULK1）
キナーゼ複合体の活性化、（２）クラス IIIの PI3K（Phosphoinositide 3-kinase）
複合体である Beclin-1/Vps34 による PI3P の産生、（Figure 2）（３）PI3P を介
したWD-repeat protein interacting with phosphoinositides （WIPI）とその結合分子
の隔離膜上へのリクルート、（４）C 末端の切断およびホスファチジルエタノ
ールアミン修飾されたMicrotuble-associated protein light chain 3（LC3）、LC3-II
による隔離膜の伸長および閉鎖が必須であり、これによって、異常なオルガネ
ラや感染体を細胞質から隔離する(13-17)。LC3 の翻訳後の C 末端切断には Atg4
が、次いで起こるホスファチジルエタノールアミン修飾には Atg７と Atg3が必
須である。オートファゴソームに取り込まれた細胞質成分は、リソソームとの
融合による分解系オートファジーや Multivesicular bodies（MVB）との融合によ
る分泌系オートファジーにより、細胞から除去される(18)。特に、ウイルス、バ
クテリアや原生動物などの病原体を排除する選択的オートファジーは
Xenophagy と呼ばれ、多くの病原体の隔離および分解に必須であり、自然免疫
において重要な役割を担っている(19, 20)。 
mTOR 経路は進化的に最も保存されたオートファジー調節経路であり、富栄
養時に形成される mTORC1 キナーゼ複合体（mTOR、Raptor、GβL、および
Deptor から構成される）を介して、ULK1 キナーゼ複合体を負に制御している
（Figure 2）(16, 17)。一方、小胞体ストレス、栄養飢餓および ROS 産生によって
活性化された c-Jun N-terminal kinase 1（JNK1）により、Bcl-2がリン酸化される
ことで Beclin-1が Bcl-2から乖離し、クラス III PI3Kである Beclin-1/Vps34複合
体の形成が促進される（Figure 2A）(21-23)。これら翻訳後修飾を介した制御に加
えて、近年、オートファジー関連遺伝子の転写による制御機構も多数報告され
ている。JNK1によって転写因子である c-Junや FoxOが活性化され、Beclin-1、
LC3B、ATG12、Bnip3、Ulk2などの ATG関連遺伝子の発現が誘導され、オート
ファゴソーム形成が制御されている(24-27)。 
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 恒常性維持に関わるオートファジー経路と異なり、ウイルス感染によるオー
トファジーの誘導機構はほとんど明らかにされていない。ウイルス由来の RNA
やリポポリサッカライドなど、感染体特異的な構成分子（Pathogen-associated 
molecular patterns（PAMPs））を認識することで、細胞は自己と非自己を区別
する(28)。PAMPsの認識には、Pathogen recognition receptors（PRRs）と呼ばれる
Toll-like receptors（TLRs）、NOD-like receptors（NLRs）、RIG-I-like receptors
（RLRs）や double-stranded RNA-binding protein kinase（PKR）が関与すること
が報告されており、各 PRR は PAMPs を特異的に認識し、下流のシグナル伝達
経路を活性化する(29)。ウイルス感染においては、TLR3、RIG-I および PKR が
ウイルス複製の副産物である二本鎖 RNAを認識すること、RIG-Iが 5’末端に三
リン酸をもつ一本鎖 RNA を認識すること、TLR7 が一本鎖 RNA を認識するこ
とが明らかになっている。そのうち、一本鎖 RNAを介した TLR7シグナルによ
ってオートファジーが誘導されること、HSV-1 感染に応答した PKR の活性化
によって eIF2α がリン酸化され、オートファジーが誘導されることが報告され
ている(28, 30)。LC3 過剰発現細胞では、インフルエンザウイルス感染によりオー
トファゴソームが形成されるが、M2 のプロトンチャネル活性依存的にオート
ファゴソームとリソソームの融合が阻害されることが報告されている(31)。また、
M2 の C 末端には LC3 interacting region（LIR）が同定されており、M2 と LC3
の結合により、LC3 が細胞膜に局在化することで、安定性が高いウイルス粒子
が形成されることが報告されている(31)。しかし、インフルエンザウイルス感染
に応答したオートファジー誘導機構はほとんど明らかにされていない。 
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Figure 2 オートファゴソームの形成機構 
（A）JNK1 によるオートファジー誘導機構。JNK1 により Bcl-2 がリン酸化さ
れ、Beclin-1-Bcl-2 複合体が解離する。解離した Beclin-1 は、Vps34 および
Atg14と複合体を形成し、クラス III PI3Kとして PI3Pを産生し、隔離膜の形成
を誘導する。（B）富栄養時のオートファジー抑制機構。Aktの活性化を介して
mTORC1複合体により ULK1/2の Ser758がリン酸化され、隔離膜の形成が抑制
される。（C）貧栄養時のオートファジー誘導機構。AMPK キナーゼにより、
ULK1/2の Ser317と Ser556がリン酸化され、隔離膜の形成が誘導される。 
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第 3項 NS1は生体防御機構を抑制する 
 
NS1は N末端に RNA結合ドメインと C末端にエフェクタードメインおよび
Disordered領域をもつ分子量が約 26 kDaの多機能なタンパク質である。NS1は
RNA結合ドメインを介して、RIG-Iや PKR、2’-5’oligoadenylate synthetase（2’-5’ 
OAS）など、PRR とウイルス由来 RNA の結合を競合阻害し、自然免疫応答を
抑制する（Figure 3）(32-36)。PKRは二本鎖 RNAと結合することで二量体を形成
し、タンパク質合成開始因子である eukaryotic initiation factor 2α（eIF2α）をリ
ン酸化し、ウイルスタンパク質の翻訳を抑制する(37)。また、PKR は JNK など
ストレスキナーゼの活性化にも関与する(38)。また、RIG-Iは二本鎖 RNAと結合
することで活性化し、tripartite motif protein 25（TRIM25）によるユビキチン化
を介して、ミトコンドリア膜上に局在する mitochondrial antiviral signaling
（MAVS）と結合する(39, 40)。この結合により、I 型インターフェロン（IFN）や
TNF-α などのサイトカイン産生が誘導される(39)。2’-5’OAS は二本鎖 RNA と結
合することで、2’-5’-oligoadenylate を合成して RNase L を活性化し、ウイルス
RNAを分解する(35)。 
NS1 のエフェクタードメインは NS1 と二本鎖 RNA との結合の安定化に寄与
する一方で、複数の宿主タンパク質と結合し、その機能を阻害する（Figure 3）。
エフェクタードメインの標的には、cleavage and polyadenylation specificity factor
（CPSF）、Poly A binding protein II（PABPII）、TRIM25などが報告されている。
NS1は CPSFと直接結合し、宿主プレ mRNAのポリ A付加部位のプロセシング
を阻害することでポリ A付加を抑制する(35)。その結果、宿主遺伝子の発現が低
下し、ウイルスタンパク質合成が効率的に行われる。阻害される宿主プレ
mRNA には、IFN-α/β 遺伝子も含まれ、CPSF の阻害により自然免疫応答を阻害
する(41)。また、NS1 は TRIM25 と結合することで、RIG-I のユビキチン化を阻
害し、下流の遺伝子発現を抑制する。NS1はこれら以外にも、クラス I PI3Kの
調節サブユニットである p85β と直接結合することでキナーゼ活性を促進し、
PIP3産生を介して下流の Aktキナーゼを活性化してアポトーシスを抑制する(42, 
43)。 
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Figure 3 NS1による宿主シグナル伝達系の阻害機構 
（A）NS1による RIG-Iの阻害機構。PRRにより非自己として dsRNAが認識さ
れ、下流のシグナル経路を介して IFNα/βや TFNαが発現誘導されます。これら
の遺伝子により、IFN 応答および炎症応答が誘導され、ISG やファゴサイトに
よる生体防御が活性化される。NS1 は PRR と競合して dsRNA と結合すること
で、これら生体防御を抑制する。（B）NS1 によるクラス I PI3K を介した宿主
細胞死抑制機構。ウイルス感染に応答して、ミトコンドリアの機能不全や ER
ストレスが誘導され、生体防御としてアポトーシスが活性化される。NS1 は
Class I PI3K/Akt経路の活性化を介して、アポトーシスを抑制する。 
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第 3節 本研究の目的 
 
オートファジーは細胞の代謝や恒常性維持だけでなく、バクテリアやウイル
ス感染に対する自然免疫においても重要な役割を担っている。しかし、ウイル
ス感染に応答したオートファゴソーム形成機構は不明である。また、オートフ
ァジーによって分解・隔離された感染体は、PAMPs として TLR に提示される
こと、およびウイルス抗原として MHC クラス II に提示されることが明らかに
なっており、自然免疫・獲得免疫の活性化にオートファジーは重要である(44, 45)。
そのため、ウイルスの生存戦略として、オートファジーの抑制機構を進化的に
ウイルスが獲得してきたことが明らかになっている。本研究では、インフルエ
ンザウイルス感染によるオートファジーの誘導機構、および NS1によるオート
ファジー抑制機構を解明することを目的とした。 
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第 4節 一般試薬・基礎的実験方法 
 
第 1項 一般試薬 
・  試薬調製法 
Molecular Cloning, 2nd Editionもしくは研究室のプロトコールに準じて調製
した。 
 
・  試薬 
特に記載がない限り、ナカライテスクもしくは和光純薬の生化学用また
は分子生物学用特級品を使用した。 
 
・  保存方法 
調製した各試薬の特性に準じて、室温、4°C、-30°C、もしくは-80°C で保
存した。必要に応じて 121°C で 20 分の高圧蒸気滅菌、もしくは孔径 0.22 
µmのフィルター（Millipore）を用いた濾過滅菌を行った。 
 
・  超純水の調製 
超純水（MilliQ）は、超純水製造装置（Millipore）を用いて作られた 18.2 
MΩのものを使用した。 
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第 2項 細胞実験法 
 本研究では HEK293T細胞、A549細胞、HeLa細胞および MDCK細胞を使用
した。 
 
＜試薬＞ 
 Minimum essential medium（MEM）増殖培地 
 MEM（SIGMA）  500 ml 
3% L-Glutamine  10 ml 
FBS    50 ml 
 
 Dulbecco modified eagle medium（DMEM）増殖培地 
 DMEM（日水）  4.75 g 
 MilliQ    up to 500 ml 
 混合後、高圧蒸気滅菌を行った。 
3% L-Glutamine  10 ml 
 FBS    50 ml 
 
 25x PBS (-) 
 NaCl    200 g（終濃度；3.425 M） 
 KCl    5 g（終濃度；67 mM） 
 Na2HPO4   36 g（終濃度；202.5 mM） 
 KH2PO4   6 g（終濃度；36.75 mM） 
MilliQ で 800 ml にメスアップし、pH 7.4 付近であることを確認後、
MilliQで 1 Lにメスアップし、高圧蒸気滅菌を行った。  
 
 PBS (-) 
 MIlliQ    480 ml 
 25x PBS (-)   20 ml 
 混合後、高圧蒸気滅菌を行った。 
 
 0.05% Trypsin/EDTA溶液 
MilliQ    186 ml 
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25x PBS (-)   8 ml 
2.5% Trypsin   4 ml 
5% EDTA   2 ml 
＊Trypsinと EDTAは高圧蒸気滅菌後に添加した。 
 
・  細胞の継代 
 HeLa 細胞および MDCK 細胞の継代には MEM 増殖培地を使用した。
A549細胞と HEK293T細胞の継代には DMEM増殖培地を使用した。細胞は
5% CO2濃度に設定された 37°C インキュベーター内で培養し、HeLa細胞は
2日に 1回、1/4量、MDCK細胞は 1日 1回、1/3量、A549細胞は 2日に 1
回、1/4量、HEK293細胞は 3日に 1回、1/10量の継代を行った。 
 φ10 cmディッシュに細胞がおよそ 70~80% confluentになったものを PBS
（-）で洗浄後、1 ml の 0.05% Trypsin-EDTA 溶液を添加し、HeLa 細胞、
A549細胞、HEK293T細胞では 1分、MDCK細胞では約 5分 37°Cインキュ
ベーター内に静置し、ディッシュに軽く衝撃を与えることでディッシュか
ら細胞を完全に剥がした。剥がした細胞に 5 ml の増殖培地を添加後 15 ml
の遠沈管（IWAKI）に移し、800 rpm、3 分間遠心することで細胞を沈殿さ
せ、上清を取り除き、適当量の増殖培地を加え懸濁した。懸濁後の細胞は 5 
mlの増殖培地を添加した新たなφ10 cmディッシュに播種し 5% CO2濃度に
設定された 37°Cインキュベーター内に静置した。 
 
・  トランスフェクション 
 プラスミド DNAの導入と siRNAの導入について説明する。 
 1 µgのプラスミド DNA、100 µl の Opti-MEM（SIGMA）、3 µl の Gene-
Juice（Millipore）を室温で 5分間静置し、2 mlの増殖培地を含むφ3.5 cmデ
ィッシュに全量を添加後、37°Cインキュベーター内で 24時間培養を続ける
ことでプラスミドを細胞に導入した。 
 250 µlの Opti-MEM、15 pmolの siRNAを混合後、RNAiMAX（Invitrogen）
を 4 µl添加し、室温で 10分間静置した。2 mlの増殖培地を含むφ3.5 cmデ
ィッシュに全量を添加後、37°C インキュベーター内で 48 時間培養を続け
ることで標的遺伝子をノックダウンした。 
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第 3項 ウイルス実験法 
＜ウイルス株＞ 
 本研究では Influenza A/Puerto Rico/34/8（PR8）株および、PR8 の NS1 遺
伝子を欠損した delNS1変異株を用いた。 
 
＜試薬＞ 
MEM（-） 
MEM     4.7 g 
MilliQ      500 ml 
3% L-Glutamine    10 ml 
＊L-Glutamineは高圧蒸気滅菌後、10% NaHCO3を用いて pHを 7.4 
付近に調製した後に添加した。 
 
Maintenance medium 
MEM（-）     10 ml 
10% BSA     100 µl 
100x MEM Vitamin solution（Gibco） 100 µl 
用時調製 
 
2x Maintenance medium 
10x MEM（SIGMA）   1.5 ml 
3% L-Glutamine    150 µl 
10% BSA     150 µl 
100x MEM Vitamin solution（Gibco） 150 µl 
MilliQ     5.55 ml 
＊L-Glutamine、BSA、MEM Vitamin solutionは 10% NaHCO3を用いて
pH 9付近に調製した後に添加した。 
 
0.25% TPCK-trypsin 
TPCK-treated-trypsin（SIGMA） 0.125 g 
PBS（-）     up to 50 ml 
混合後、濾過滅菌し、25 µlずつ分注して-30°Cで保存した。 
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1.6% Agarose 
Agarose（SIGMA）   1.6 g 
MilliQ     up to 100 ml 
高圧蒸気滅菌後、室温保存 
 
0.5% Amido Black染色液 
Amido Black 10B    1 g 
Acetic acid     20 ml 
Ethanol     90 ml 
MilliQ     up to 200 ml 
室温保存 
 
・  ウイルス感染法 
 増殖培地を用いて培養した細胞を、血清を含まない MEM（-）によって
２回洗浄し、MEM(-)により希釈したウイルス溶液を加えて 37°Cで 1時間培
養し、その後 MEM(-)によって 2回洗浄した。DMEM増殖培地、MEM増殖
培地、あるいは 1/25,000量の 0.25% TPCK-trypsin溶液を加えた Maintenance 
mediumを添加し培養を続けた。 
 
・  透過型電子顕微鏡観察 
 HeLa細胞に野生株または delNS1 株を感染させ、感染 10時間後に細胞を
回収し、2.5%グルタールアルデヒド溶液中で、室温、30 分間固定した。0.1 
Mリン酸バッファーで洗浄後、1%OsO4中 4°Cで 1時間固定し、次いで 50%、
70%、80%、95%、100%エタノールにそれぞれ 10 分ずつ室温で静置して脱
水した。プロピレンオキサイドに溶媒を置換後、プロピレンオキサイド/エ
ポン混合溶液中（1:1）で 4時間静置し、さらに 100%エポンで一晩脱気を行
った。脱気したサンプルは 37°Cと 45°Cでそれぞれ 12時間、60°Cで 24時
間静置して包埋した。ウルトラミクロトームで調製した超薄切片を酢酸ウ
ランで染色後、透過型電子顕微鏡 JEM-1300（日本電子）で観察した。 
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第 4項 電気泳動法とその検出 
・  アガロースゲル電気泳動法 
＜試薬＞ 
50x TAE（Tris-Acetate-EDTA buffer） 
Tris base    121 g 
Acetic acid    28.5 ml 
0.5 M EDTA   50 ml 
MilliQ    up to 500 ml 
室温保存 
 
1x TAE 
50x TAE    20 ml 
MilliQ     up to 500 ml 
室温保存 
 
10 mg/ml エチジウムブロマイド溶液 
Ethidium bromide   1 g 
MilliQ    up to 100 ml 
4°Cで遮光保存 
 
6x ローディング Buffer 
Glycerol    15 ml 
Bromophenol blue（BPB） 適当量 
Xylen cyanol   適当量 
MilliQ    up to 50 ml 
室温保存 
 
＜アガロースゲルの作製＞ 
 1%アガロースゲルの場合、4 gのアガロースに MilliQを加え、電子レンジ
を用いて完全に溶解後、8 mlの 50 x TAEを加え、全量が 400 mlになるよう
にMilliQを添加した。室温で 50～60°C前後まで冷却した後、10 mg/ml エチ
ジウムブロマイド溶液を 20 µl添加し、アガロースゲル作製枠に注いだ。コ
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ームを挿入し、アガロースが固化するまで室温で 1時間程度静置した。 
 
＜アガロースゲル電気泳動と検出＞ 
 泳動槽に 1x TAEを満たし、全量の 1/6量の 6x ローディング Bufferを加
えたサンプルをアガロースゲルのコームに注ぎ、100 Vで泳動を行った。ロ
ーディング Bufferの泳動度を目安に泳動を終了し、UVトランスイルミネー
ター（ATTO）を用いてバンドの検出を行った。 
 
・  SDS（Sodium dodecyl sulfate）ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 
 ＜試薬＞ 
Solution A 
Acrylamide    145 g 
N, N’-methylene bisacrylamide 5 g 
MilliQ    up to 500 ml 
濾過滅菌後、遮光して 4°C保存 
 
Solution B 
Tris base    30.3 g 
SDS     2 g 
adjust pH to 8.8 
MilliQ     up to 500 ml 
濾過滅菌後、室温保存 
 
Solution C 
Tris base    30.3 g 
SDS     2 g 
adjust pH to 6.8 
MilliQ     up to 500 ml 
濾過滅菌後、室温保存 
 
10x Transfer Buffer 
Tris base     30.2 g 
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Glycine    144 g 
MilliQ    up to 1,000 ml 
溶解後、室温保存 
 
4x SDS dye 
Solution C    25 ml 
Glycerol    20 ml 
SDS     4 g 
β-mercaptehanol   2 ml 
BPB     適当量 
MilliQ    up to 50 ml 
濾過滅菌後、500 µlずつ分注して-30°C保存 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            
＜SDS-PAGEゲルの作製＞ 
 一例として 12.5% SDS-PAGE ゲルの作製方法を示す。12.5% Resolving gel
（MilliQ 2 ml、Solution A 2.5 ml、Solution B 1.5 ml）に 50 µl の 10% APS
（Ammonium persulfate）、5 µlの TEMED（N, N, N’, N’-Tetrametylenediamine）
を加えて素早く攪拌後、組み立てた電気泳動プレート（BIORAD）に流し入
れ、MilliQ を重層し、固化するまで 30 分間静置した。固化後、MilliQ を取
り除き、30 µlの 10% APS（Ammonium persulfate）、3 µlの TEMEDを加えた
5% Stacking gel（MilliQ 1.75 ml、Solution A 0.5 ml、Solution C 0.75 ml）を流
し入れ、サンプルコームを挿入してゲルが固まるまで 15分間静置した。 
 
＜電気泳動＞ 
 ゲルプレートをセットした泳動槽に SDS-PAGE Buffer（MilliQ 267 ml、10 
x Transfer Buffer 10 ml、10% SDS 3 ml）を満たし、各レーンに 4x SDS dye、
MilliQ で 1x SDS dye となるように希釈したサンプルを注いだ。泳動中は
BPBの泳動度を指標とし、Stacking gelを泳動する際は 25 mA、Resolving gel
の際は 40 mAで泳動を行った。 
 
・  ウェスタンブロット法 
＜試薬＞ 
Transfer Buffer 
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10x Transfer Buffer  100 ml 
Methanol    150 ml 
MilliQ    650 ml 
用時調製 
 
20x TBS (tris-buffered saline) 
Tris base    60 g 
NaCl    160 g 
KCl     4 g 
adjust pH to 7.4 
MilliQ    up to 500 ml 
室温保存 
 
TBS     
20x TBS    25 ml 
MilliQ    up to 500 ml 
室温保存 
 
TBS-T     
20x TBS    25 ml 
Tween-20    0.5 g 
MilliQ    up to 500 ml 
室温保存 
 
5% milk/TBS-T    
Non-fat dry milk   25 g 
20x TBS    25 ml 
Tween-20    0.5 g 
10% sodium azide   1 ml 
MilliQ    up to 500 ml 
4°C保存 
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1% milk/TBS-T    
5% milk/TBS-T   1 ml 
TBS-T    4 ml 
用時調製 
 
＜メンブレンへの転写＞ 
 電気泳動後のゲルをメタノールで親水化処理したイモビロンフィルター
（Millipore）に重ね、Transfer Buffer で満たした転写槽（BIORAD）にセッ
トした。その後、45 Vで 30分間、次いで 90 Vで 1時間転写を行った。 
 
＜検出操作＞ 
 転写後のメンブレンを 5% milk/TBS-Tに浸し、室温で 30分間振盪するこ
とでメンブレンのブロッキングを行った。TBS によってメンブレンを洗浄
後、1% milk/TBS-Tによって希釈した一次抗体を添加し、室温で 1時間振盪
させた。TBS-T で 5 分間、3 回洗浄後、Horseradish peroxidase（HRP）で標
識された二次抗体を TBSで希釈し、室温で 30分間振盪させた。TBS-Tで 5
分間、3回洗浄後、発光試薬は Immunostar LD（和光）を用いて、Fusion FX
（Vilber）を用いて検出した。また、タンパク質量は ImageJを用いて定量し
た。 
 
第 5項 RT-PCRによる RNA定量法 
・  AGPC法による Total RNAの精製 
＜試薬＞ 
Denature solution    
Guanidine tiocyanate  18.9 g 
Sodium citrate   0.3 g 
N-lauroyl salcosine   0.2 g 
MilliQ    up to 40 ml 
室温保存 
 細胞を 3,000 rpm、5 分間の遠心操作によって沈殿させ、上清を除去した
後、1 mlの Denature solutionに 10.5 µlの β-mercaptehanolを添加した溶液を
300 µl ずつ加えた。マイジェクターシリンジ（TERUMO）を用いて細胞を
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破砕し、30 µlの 2 M NaOAc（pH 4.0）と 300 µlの水飽和フェノールを加え、
攪拌後、120 µl の CHCl3/IAA を加え、氷上で 15 分間静置した。その後
15,000 rpm、20分間、4°Cで遠心し、上層のみを回収した。回収した上層に
300 µlの isopropanolを加えよく攪拌後、15,000 rpm、20分間、4°Cで遠心し、
上清を除去後、70% Ethanolで 2度洗浄し、沈殿を 25 µlの MilliQに溶解し
た。 
 
・  逆転写反応 
＜試薬＞ 
逆転写反応液 
Purified RNA       200~500 ng 
10 µMプライマー溶液      1 µl 
5x First Strand Buffer（Invitrogen）    4 µl 
0.1 M DTT        1 µl 
10 mM dNTPs       1 µl 
Super Script III Reverse Transcriptase（Invitrogen）  0.5 µl 
RNase inhibitor       0.5 µl 
Saturated Trehalose      up to 20 µl 
 
 AGPC 法によって精製した RNA にプライマー溶液を加え、70°C、5 分間
反応させた後、氷上で冷却することで RNA とプライマーをハイブリダイズ
した。その後、残りの逆転写反応液を加え、55°C、1 時間逆転写反応を行っ
た。その後、96°C のヒートブロックに 2 分間静置することで反応を停止さ
せ、氷上で冷却した。 
 
・  定量的 PCR法 
＜試薬＞ 
定量 PCR反応液 
逆転写産物     4 µl 
10 µM Forwardプライマー   0.2 µl 
10 µM Reverseプライマー   0.2 µl 
Fast Start SYBR Green Master（Roche） 5 µl  
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MilliQ      0.6 µl 
 
 逆転写産物を MilliQによって 50~300倍に希釈した。検量線を作成するた
め、最も RNA 量が多いと想定されるサンプルに関しては上記に加えて 1/3
倍、3 倍、9 倍の希釈系列を用意した。内部標準として、18S リボソーマル
RNA（rRNA）を検出した。 
 
第 6項 インフルエンザウイルス変異株の作製 
pPol I PR8 Seg.8 NS1 R38AK41A、pPol I PR8 Seg.8 NS1 Y89F、pPol I PR8 
Seg.8 delNS1 、pPol I PR8 Seg.7 M2 N31Sのプラスミド構築方法を以下に示す。 
 
 ＜試薬＞ 
PCR反応液 
pPol I PR8 Seg.7または Seg.8   1 µl 
10 µM Forwardプライマー   0.2 µl 
10 µM Reverseプライマー   0.2 µl 
2 mM dNTPs     1 µl 
KOD plus（TOYOBO）    0.2 µl 
10x KOD plus Buffer（TOYOBO）  1 µl 
25 mM MgSO4     0.4 µl 
MilliQ      6 µl 
 
制限酵素反応液 
NEB3.1 Buffer     1.5 µl  
BsmBI（NEB）     0.5 µl   
MilliQ      up to 15 µl  
 
脱リン酸化反応液 
10x AP Buffer（TaKaRa）   1.5 µl  
CIAP（TaKaRa）     2 µl    
MilliQ      11.5 µl 
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＜インサート断片の作製＞ 
 pPol I PR8 Seg.7または Seg.8を鋳型とし、それぞれ特異的な Forwardプラ
イマーと Reverse プライマーを用いて以下の増幅条件で PCR を行った。反
応後速やかにフェノールクロロホルム抽出、エタノール沈殿し、制限酵素
反応液を加えて 37°C 、2 時間消化した。消化後アガロースゲル電気泳動を
行い、増幅産物を Gel/PCR Extraction kit（FastGene）によって精製した。 
 
＜ベクターの調製＞ 
 1 µgの pPol I PR8 Seg7または Seg.8ベクターを制限酵素で消化後、フェノ
ールクロロホルム抽出、エタノール沈殿し、脱リン酸化反応液を加えて
53°C、1 時間反応させた。その後、再びフェノールクロロホルム抽出、エタ
ノール沈殿し、アガロースゲル電気泳動後、Gel/PCR Extraction kit
（FastGene）によって精製した。  
 
＜ライゲーション＞ 
 精製したベクターに対してインサート断片が 5~10 倍のモル比となるよう
にベクターとインサート断片の混合液を用意し、等量の Ligation High
（TOYOBO）を添加し、53°C、30 分間反応させることでベクターとインサ
ートのライゲーションを行った。 
 
＜リバースジェネティクス＞ 
φ3.5 cmディッシュに NS1発現 HEK293T細胞および NS1発現 MDCK細
胞を播種し、pCAGGS-PB2、pCAGGS-PB1、pCAGGS-PA、pCAGGS-NP、
pPol I PR8 Seg.1~8をそれぞれ 100 ngずつ混合し、トランスフェクションし
た。delNS1 M2 N31S変異株作製のため、pPol I PR8 Seg.7と Seg.8を pPol I 
PR8 Seg.7 M2 N31Sと pPol I PR8 Seg.8 delNS1に、NS1 R38AK41A変異株作
製のため pPol I PR8 Seg.8を pPol I PR8 Seg.8 NS1 R38AK41Aに、NS1 Y89F
変異株作製のため pPol I PR8 Seg.8を pPol I PR8 Seg.8 NS1 Y89Fに置換して
細胞に導入した。37°C で 20 時間静置した後、HA を開裂活性化するため、
培地を 1/2,500量の 0.25%TPCK-trypsinと 1/10量の 10% BSAが入った MEM
（-）に置換した。48 時間後、培養上清を回収して NS1 発現 MDCK 細胞に
再感染させ、1/2,500量の 0.25%TPCK-trypsinと 1/10量の 10%BSAが入った
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MEM（-）中で培養した。72 時間静置したのち、培養上清を回収し、4°C、
3,000 rpm、20分遠心した上清を 0.33 µmのディスクフィルターで滅菌し、-
80°Cで保存した。 
 
第 7項 間接蛍光抗体免疫染色法 
＜試薬＞ 
4% Paraformaldehyde（PFA） 
PFA      8 g 
25x PBS（-）    8 ml 
5 M NaOH     約 300 µl 
MilliQ     up to 200 ml 
混合後、37°C で加熱することで PFA を完全に溶解させた。その後、5 
M HClを約 300 µl加え、pHを中性域に戻し、室温保存した。 
 
0.5 % Triton X-100 
Triton X-100    500  µl  
25x PBS（-）    4 ml 
MilliQ     up to 100 ml 
室温保存 
 
5% milk/PBS（-）    
Non-fat dry milk    1.25 g 
25x PBS（-）    1 ml 
MilliQ     up to 25 ml 
4°C保存 
 
1% milk/ PBS（-）    
5% milk/ PBS（-）   1 ml 
PBS（-）     4 ml 
用時調製 
 
0.05 % Tween 20/PBS（-） 
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10% Tween 20    250 µl 
PBS（-）     49.75 ml 
 
Mount media 
20 mg/ml p-phenylendiamine/20x PBS 500  µl 
Carbonate/Bicarbonate Buffer  1 ml 
Glycerol     8.5 ml 
混合後、-30°C保存 
 
＜細胞の固定＞ 
 間接蛍光抗体免疫染色用にカバーガラス（Matsunami）上で細胞を培養し
た。PBS（-）で洗浄後、1 mlの 4% PFAを添加し、室温で 10分間固定した。
その後、1 mlの PBS（-）で 3回洗浄し、2 mlの PBS（-）を加えて 4°Cで保
存した。 
 
＜間接蛍光抗体免疫染色＞ 
 固定後のカバーガラスに 1 mlの 0.5% Triton X-100/PBS（-）を加え、室温
で 10 分間静置することで透過処理を行った。PBS（-）で洗浄後、1 ml の
1% milk/ PBS（-）を注ぎ、室温で 1 時間静置することによりブロッキング
を行った。ブロッキング後、1% milk/ PBS（-）で希釈した一次抗体を 15 µl
ずつ添加し、室温で 1時間静置した。その後 0.5% Triton X-100/PBS（-）で
3回洗浄し、0.5% Triton X-100/PBS（-）で 200倍に希釈した蛍光標識二次抗
体を 15 µlずつ添加し、暗所、室温で 30分間静置した。その後 0.5% Triton 
X-100/PBS（-）で 3回洗浄し、PBS（-）で 5,000倍に希釈した 4’, 6-diamido-
2-phenylindole（DAPI）を添加し、暗所、室温で 10 分間静置した。PBS（-）
で洗浄後、2.5 µlの Mount mediaを滴下したスライドガラスに細胞が接着し
ている面を下にしてカバーガラスを載せ、接着剤で固定した。作製したサ
ンプルは十分に乾燥させた後、暗所、4°C で保存し、共焦点レーザー顕微鏡
で観察した。 
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第 8項 Fluorescence in situ hybridization （FISH）法 
＜試薬＞ 
炭酸バッファー 
NaHCO3     40 mM 
Na2CO3     60 mM 
 
中和バッファー 
NaOAc     3 M 
AcOH      1% 
 
2x Hybridization buffer 
25%（v/v）Dextran sulfate   40 µl 
20x SSC     10 µl 
 
20x SSC 
NaCl      175.3 g 
Trisodium citrate dihydrate   88.2 g 
MilliQ      up to 1 L 
HCl で pH 7.0に滴定後、高圧蒸気滅菌して室温保存 
 
2x SSC（50 ml） 
20x SSC     5 ml 
MilliQ      45 ml 
 
0.1% 4x SSC-T（50 ml） 
20x SSC     4x 
10% Tween 20    0.1%（v/v） 
MilliQ      up to 50 ml 
 
5% Milk/4x SSC-T（50 ml） 
0.1% 4x SSC-T    10 ml 
スキムミルク（森永乳業）  0.5 g 
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Wash buffer A（50 ml） 
Formamide     25 ml 
20x SSC     5 ml 
MilliQ      10 ml 
 
Wash buffer B 
20x SSC     5 ml 
MilliQ      45 ml 
 
DAPI/2xSSC 
DAPI      2 µl 
2x SSC     10 ml 
用事調製 
 
Avidin-FITC溶液 
1 mg/ml Avidin-FITC    1 µl 
5% milk/0.1% 4x SSC-T   20 µl 
0.1% 4x SSC-T    80 µl 
 
＜FISHプローブの作製＞ 
 インフルエンザウイルスゲノム第一分節の cDNA を鋳型に、T7 プロモー
ター配列をもつプライマー（T7-cAll terminal for）と PR8 Seg.1 rev endプラ
イマーで PCR を行った。PCR 産物は 1%アガロースゲルで展開して単一の
バンドであることを確認した後、フェノール/クロロホルム抽出とエタノー
ル沈殿を行った。 
 次に、鋳型には 1 µgの PCR産物を、基質には rATP、rCTP、rGTP（終濃
度 1 mM ずつ）、rUTP（終濃度 0.75 mM）、Biotin-16-UTP（終濃度 0.35 
mM）を用いて、RiboMAXTM Large Scale RNA Production System（Promega製）
による in vitro 転写反応を行った。37°C で一晩反応させた後、1 µl の RQ1 
DNase（Promega）で鋳型の DNA を 37°C で 20 分間消化してから、RNeasy 
Mini Kit（QIAGEN）を用いて Biotin標識された一本鎖 RNAを精製した。 
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 1 µgの合成した一本鎖 RNAを 40 µlの MillQに加え、等量の炭酸バッフ
ァー（pH 10.4）を添加して、60°C で 40 分間の加水分解処理を行った。80 
µlの中和バッファー（pH 6.4）を加え、反応を停止後、20 µlの 7.5 µg/µlの
Salmon Sperm DNAと 36.5 µlの 5 µg/µl酵母 tRNA（Roche）を加え混合し、
250 µlのエタノールを加えたエタノール沈澱を行った。エタノール沈殿後、
50 µlのホルムアミドに溶解し、50 µlの 2x Hybridization bufferを加えた後、
80°Cで 10分加熱、その後急冷して-30°Cで保存した。 
 
＜FISH法＞ 
1 mlの 0.2 mg/ml ProK/0.1% PBS-Tを固定した細胞に添加し、部分的に除
タンパク質を行った後、4% PFA で再固定を行った。-30°C で冷却した 70%
エタノール、90%エタノール、100%エタノールを 1 ml ずつ注ぎ、それぞれ
5分ずつ静置した後、カバーガラスを取り出し、乾燥させた。その後、15 µl
の FISHプローブに浸し、湿潤箱中で暗所に 37°Cで一晩静置した。37°Cの
2x SSCで洗浄、42°Cの Wash buffer Aで 5分、3回、42°Cの Wash buffer B
で 5分、3回洗浄した後、1 mlの 5% milk/4x SSC-Tに浸し、暗所に 37°C、
30 分間静置しブロッキングを行った。その後、カバーガラスを 15 µl の
Avidin-FITC溶液に浸し、暗所に 37に浸で 1時間静置した。42°Cの 0.1% 4x 
SSC-Tで 5分、3回洗浄した後、1 mlの DAPI/2x SSCを加え、暗所、室温で
5分間静置した。1 mlの 2x SSC-Tと 2x SSCで洗浄後、Mount mediaを滴下
したスライドガラスにカバーガラスを載せ、接着剤で固定した。作製した
サンプルは、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
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第 9項 本研究で使用したプライマーおよび抗体 
 
＜プライマー＞ 
名称 配列 
NS1 R38A K41A For 5’-CTCTTAGGGATgcCTGATCTgcGCGAAGCCGA-3’ 
NS1 R38A K41A Rev 5’-TCGGCTTCGCgcAGATCAGgcATCCCTAAGAG-3’ 
NS1 Y89F For 5’-TGTCAGTTAGGcAACGCGGCGCA-3’ 
NS1 Y89F Rev 5’-TGCGCCGCGTTGCCTAACTGACA-3’ 
PR8 M2 N31S For 5’-TCCCAATGATACTTGCGGCAATA-3’ 
PR8 M2 N31S Rev 5’-TATTGCCGCAAGTATCATTGGGA-3’ 
delNS1 For  5’-CTGAAAGCTTGACACAGTGTTTG-3’ 
delNS1 Rev 5’-GTAGATTGCTTTCTTTGGCA-3’ 
NS1 R38A K41A For 5’-CTCTTAGGGATgcCTGATCTgcGCGAAGCCGA-3’ 
NS1 R38A K41A Rev 5’-TCGGCTTCGCgcAGATCAGgcATCCCTAAGAG-3’ 
Atg12 27-48 For 5’-GCAGCTTCCTACTTCAATTGCT-3’ 
Atg12 127-146 Rev  5’-CCAGCAGGTTCCTCTGTTCC-3’ 
Beclin1 508-529 For 5’-GAGCAAATGAATGAGGATGACA-3’ 
Beclin1 727-748 rev  5’-CACTCTTCAGCTCATCATCCAG-3’ 
Atg16L1 For 5’-TGCCCTGCAGATCACTTTTCA-3’ 
Atg16L1 Rev 5’-GAGTCGCTTAGTGGCTGCTC-3’ 
phrdR1.5f 5’-AACGGCTACCACATCCAAGG-3’ 
phrdR1.5r 5’-GGGAGTGGGTAATTTGCGC-3’ 
Oligo（dT）20 5’-TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’ 
Seg.1 v3' rev. 5’-AGCaAAAGCAGGTCAATTATATT-3’ 
T7core(II) cAll for 5’-taatacgactcactattAGCRAAAGCAGG-3’ 
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＜抗体＞ 
 名称 動物種 特記事項 
ウイルスタ
ンパク質に
対する抗体 
抗 NP抗体 マウス 北里大学 百瀬文隆博士より分与 
抗 NP抗体 ウサギ 筑波大学 川口敦史博士より分与 
抗 PB1抗体 ウサギ 筑波大学 川口敦史博士より分与 
抗 HA抗体 マウス TaKaRaより購入 
宿主タンパ
ク質に対す
る抗体 
抗 β-actin抗体 ウサギ Cell Signaling Technologyより購入 
抗 Akt抗体 ウサギ Cell Signaling Technologyより購入 
抗リン酸化 Akt抗体 ウサギ Cell Signaling Technologyより購入 
抗 TSC2抗体 マウス Santa Cruzより購入 
抗リン酸化 TSC2抗体 マウス Santa Cruzより購入 
抗 Bcl-2抗体 ウサギ EPTOMICSより購入 
抗 Bcl-2 Ser70抗体 ウサギ Cell Signaling Technologyより購入 
抗 LC3抗体 ウサギ SIGMAより購入 
抗 Rab11a抗体 マウス BDより購入 
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第 2 章 インフルエンザウイルス感染に応答したオートファジーの誘導機構 
およびウイルスタンパク質 NS1によるオートファジー抑制機構の解析 
 
第 1節 実験結果 
 
第 1項 NS1はオートファゴソーム形成に関与する 
 
GFP-LC3 過剰発現細胞では、A 型インフルエンザウイルス感染によりオート
ファゴソーム形成が誘導されることが報告されているが、LC3 の過剰発現無し
では、オートファゴソームは形成されない（Figure 4）(31, 46, 47)。そこで、抗生
体防御機能をもつウイルス遺伝子 NS1 を欠損したインフルエンザウイルス変異
株（delNS1株）を HeLa細胞（Panels A and B）または A549細胞（Panels C and 
D）に感染させ、感染 10時間後に細胞を固定し、抗 HA抗体および抗 LC3抗体
を使用して間接蛍光抗体法を行った。その結果、HeLa細胞および A549細胞と
もに、野生株ではオートファゴソームは形成されないのに対し、delNS1 株では
細胞質において LC3の凝集が観察された（Figure 4）。 
 
次に、delNS1 株感染細胞で観察された LC3 の凝集がオートファゴソームで
あることを検証するため、透過型電子顕微鏡を用いて、野生株または delNS1
株感染 10時間後の HeLa細胞を観察した（Figure 5）。その結果、delNS1 株感
染細胞に特異的に、オートファゴソームとエンドソームが融合した際に見られ
る、オートファゴソーム様の液胞（Autophagosome-like vacuoles：AP）および
アンフィソーム様の構造（Amphisome-like vacuoles：AM）が観察された
（Figure 5D）。 
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Figure 4 delNS1株の感染により LC3の凝集体が形成される 
（A-D）HeLa細胞（Panels A and B）および A549細胞（Panels C and D）に野
生株（Wt）または delNS1株（delNS1）を感染させ、感染 10時間後に細胞を
固定した。DAPI（青）、抗 LC3抗体（緑）、および抗 HA抗体（赤）を用い
て間接蛍光抗体法を行った（Panels A and C）。オートファゴソーム様の LC3
の凝集像が観察された感染細胞数を定量し、グラフに示した（Panels B and D; 
n>100、***P < 0.001）。AP; Autophagosome、Scale bar; 10 µm。 
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Figure 5 delNS1株の感染によりオートファゴソーム様構造が形成される 
（A-D）HeLa細胞に野生株または delNS1株を感染させ、感染 10時間後に細胞
を回収後、2.5%グルタールアルデヒドで室温、30 分静置して固定した。固定後、
1% OsO4で 4˚C、1時間固定後に脱水し、エポンに包埋した。その後、ウルトラ
ミクロトームで調製した超薄切片を酢酸ウラン染色し、透過型電子顕微鏡
JEM-1300（日本電子）で観察を行った。Panel A：非感染細胞、Panel B：野生
株感染細胞、Panel C：delNS1 株感染細胞、Panel D：Panel C の拡大図。
Autophagosome-like vacuoles; AP-like、Amphisome-like vacuoles; AM-like 。 
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第 2項 NS1はM2非依存的にオートファジーを抑制する 
 
細胞質成分を取り込んだオートファゴソームは、リソソームと融合してオー
トリソソームへと成熟し、内容物を分解する。次に、野生株または delNS1 株
を HeLa細胞に感染させ、感染 3、6、9、12時間後に細胞を回収し、抗 NP抗体
を使用したウェスタンブロット法により、NP タンパク質の産生量を検討した。
その結果、野生株と delNS1 株とで、NP タンパク質量に違いは観察されなかっ
た（Figure 6A）。従って、delNS1株感染細胞において形成されたオートファゴ
ソームは、オートリソソームに成熟化せず、ウイルスタンパク質は分解されて
いないことが推測された。 
 
これまでに、プロトンチャネルであるウイルスタンパク質 M2 がオートファ
ゴソームとリソソームの融合を阻害することが明らかにされており、M2 のプ
ロトンチャネル活性阻害剤である Amantadine（Amt）処理により、その阻害活
性が消失することが報告されている(31)。次に、このオートファゴソームの成熟
化抑制がM2によるものか検討を行った。 
本実験で用いた野生株（PR8 株）は、M2 の Asn31 変異により、Amt 耐性で
あるため、リバースジェネティクス法により、Amt 感受性変異である Asn31 の
Ser変異（N31S）をもつ M2 N31S delNS1株を作製した。M2 N31S delNS1株を、
リソソームのオルガネラマーカーである LAMP2-GFP 発現 HeLa 細胞に感染さ
せ、感染 3時間後に Amtを終濃度 50 µMで添加し、10時間後に細胞を固定し
て抗 LC3抗体を用いた間接蛍光抗体法を行った。その結果、Amt非添加時では、
LC3 と GFP-LAMP2 の共局在はほとんど観察されないのに対し（Figure 6B、
6C）、Amtを添加することにより、LC3と GFP-LAMP2の共局在が観察された
（Figure 6B；Arrowheads）。このことから、インフルエンザウイルスは、NS1
によるオートファゴソーム形成阻害と、M2 によるオートファゴソームの成熟
化阻害によって、オートファジーを抑制していることが示唆された。 
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Figure 6 NS1はM2非依存的にオートファジーを抑制する 
（A）野生株または delNS1 株を HeLa細胞に感染させ、感染 3、6、9、12時
間後に細胞を回収し、抗 NP 抗体および抗 β-actin 抗体を用いてウェスタンブ
ロット法を行った。（B、C）LAMP2-GFP発現 HeLa細胞に M2 N31S delNS1
株を感染させ、50 µMの Amantadine（Amt）を添加し、感染 10時間後に固定
した。その後、抗 LC3抗体（シアン）および抗 HA抗体（マジェンタ）を用
いて間接蛍光抗体法を行った（Panel B）。GFP-LAMP2と共局在する LC3の
割合を定量した結果をグラフに示す（Panel C; n > 100、***P < 0.001）。矢頭
は LAMP2-GFPと LC3が共局在する箇所を示す。Scale bar; 10 µm。 
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第 3項 NS1は RNA結合活性および p85β結合活性を介してオートファゴソー
ム形成を抑制する 
 
NS1は RNA結合活性をもち、二本鎖 RNAを PAMPsとして認識する PRRで
ある PKR や RIG-Iと競合することで、I型インターフェロンの産生を抑制する
(32-36)。また、NS1 はクラス I PI3K の制御サブユニットである p85β と結合し、
PI3K-Akt経路を活性化し、細胞死を抑制することが報告されている(42, 43, 48)。次
に RNA結合能を欠損した NS1点変異株（R38AK41A株）と、クラス I PI3Kの
活性化能を欠損した NS1 点変異株（Y89F 株）を構築し、NS1 によるオートフ
ァゴソーム形成抑制機構を解析した。 
R38AK41A株または Y89F株を HeLa細胞（Figure 7A、7B）または A549細胞
（Figure 7C、7D）に感染させ、感染 10時間後に細胞を固定し、抗 LC3抗体を
用いた間接蛍光抗体法を行った。その結果、R38AK41A 株と Y89F 株どちらに
おいても LC3の凝集が観察された。従って、NS1は RNA結合活性および p85β
結合活性を介して、オートファゴソームの形成を抑制することが示唆された。 
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Figure 7 NS1は RNA結合活性および p85β活性を介してオートファゴソーム
形成を抑制する 
（A-D）HeLa細胞（Panels A and B）および A549細胞（Panels C and D）に野生
株、R38AK41A株または Y89F株を感染させ、感染 10時間後に固定後、抗 LC3
抗体（緑）を使用して間接蛍光抗体法を行った。DAPIを用いた核染色も共に
示す（青）。オートファゴソームを形成した感染細胞数の割合をグラフで示す
（Panels B and D; n > 100、***P < 0.001）。Scale bar; 10 µm。 
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第 4項 NS1はクラス I PI3K-Akt経路を介して TSC2を抑制する 
 
 オートファゴソームの形成には、Atg4/Atg7/Atg3 を介した LC3 の翻訳後修飾
が必須である。LC3 は翻訳後、Atg4 により C 末端が切断され（LC3-I）、次い
で、Atg7 と Atg3 によって、フォスファチジルエタノールアミン（PE）が修飾
されることで（LC3-II）、隔離膜に局在化し、オートファゴソーム膜の伸長と
閉鎖を担う(14)。そこで次に、LC3-II の蓄積量をウェスタンブロット法により検
討した。その結果、野生株、R38AK41A 株および Y89F 株感染細胞間で、ウイ
ルス感染によって誘導された LC3-II の蓄積量に違いは観察されなかった
（Figure 8A）。従って、NS1は LC3の翻訳後修飾には関与しないことが示唆さ
れた。 
 
低分子量 Gタンパク質である Rhebは mTORのキナーゼドメインに結合する
ことで、mTORC1キナーゼ複合体の活性を促進し、ULK1/2-ATG13-FIP200複合
体依存的な隔離膜形成を阻害する (16, 49, 50)。一方、Rheb は GAP（GTPase 
activating protein）である TSC2 によって抑制されており、その抑制解除には
Aktキナーゼによる TSC2のリン酸化が必要である（Figure 2A, 10ページ）。次
に NS1によって活性化されたクラス I PI3K-Akt経路によって、TSC2のリン酸
化が誘導されているか検討を行った。その結果、野生株および R38AK41 株で
は TSC2がリン酸化されているのに対し、Y89F株では TSC2および Aktのリン
酸化は観察されなかった（Figure 8B）。NS1はクラス I PI3K-Akt経路を介して、
TSC2 を抑制することで、mTORC1 複合体を活性化し、オートファジーを抑制
していることが示唆された。 
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Figure 8 NS1はクラス I PI3K-Akt経路を介して TSC2を抑制する 
（A）HeLa細胞に野生株、R38AK41A株または Y89F株を感染させ、感染 20時
間後に細胞を回収し、抗 LC3抗体および抗 NP抗体を用いてウェスタンブロッ
ト法を行った。（B）HeLa細胞に野生株、R38AK41A 株または Y89F株を感染
させ、感染 4 時間後に細胞を回収し、抗 Akt 抗体、抗リン酸化 Akt 抗体、抗
TSC2抗体、抗リン酸化 TSC2抗体、抗 NP抗体および抗 β-actin抗体を用いてウ
ェスタンブロット法を行った 
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第 5項 NS1は JNK1経路の上流を阻害することでオートファゴソーム形成を
抑制する 
 
R38AK41A変異体は、クラス I PI3Kのサブユニットである p85β との結合能
を保持しているため、TSC2がリン酸化されており（Figure 8B、lane 3）、Y89F
株と異なり、R38AK41A 株感染細胞では mTORC1 複合体が活性化されていて
も、オートファゴソーム形成が誘導されることが示唆された。従って、インフ
ルエンザウイルス感染に応答したオートファゴソーム形成の抑制には、
mTORC1 経路の活性化だけでは不十分であり、NS1 が標的とする他の抑制経路
が存在することが推測された。 
 
オートファゴソーム形成は TSC-mTOR 経路だけではなく、JNK1 を介した翻
訳後制御および転写制御によっても制御されている（Figure 2C、ページ 10）。
そこで、野生株または R38AK41A株を HeLa細胞（Figure 9A、lanes 1-3）また
は A549細胞（Figure 9A、lanes 4-6）に感染させ、抗リン酸化 JNK抗体を用い
たウェスタンブロット法により、JNK1 のリン酸化レベルを検討した。その結
果、HeLa細胞と A549細胞どちらにおいても、非感染細胞および野生株感染細
胞では JNK1 のリン酸化は観察されないのに対し、R38AK41A 株感染細胞では
JNK1のリン酸化が観察された（Figure 9A）。次に、R38AK41A株感染 HeLa細
胞に JNKの特異的阻害剤である SP600125を終濃度 20 µMで添加し、抗 LC3抗
体を用いてオートファゴソームの形成量を検討した。その結果、SP600125存在
下では、R38AK41A 株感染細胞におけるオートファゴソームの形成量がコント
ロールの 30%以下まで減少した（Figure 9B、9C）。よって、NS1は RNA結合
能を介して、JNK1 経路の上流を阻害することで、オートファゴソーム形成を
抑制することが示唆された。 
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Figure 9 NS1 は JNK1 経路の上流を阻害することでオートファゴソーム形
成を抑制する 
（A）HeLa細胞および A549細胞に野生株または R38AK41A株を感染させ、
感染 4 時間後に細胞を回収し、抗 JNK 抗体、抗リン酸化 JNK 抗体、および
抗 β-actin抗体を用いてウェスタンブロット法を行った。 
（B、C）HeLa細胞に野生株または R38AK41A株を感染させ、感染 4時間後
に JNK1阻害剤である SP600125（終濃度 20 µM）を添加し、感染 10時間後
に固定した。抗 LC3 抗体（シアン）および抗 NP 抗体（マジェンタ）を用い
て、間接蛍光抗体法を行った（Panel B）。LC3 の凝集体が観察された感染細
胞の割合をグラフに示す（Panel C、n > 100、***P < 0.001）。Scale bar; 10 µm。 
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第 6項 NS1は JNK1下流の ATG関連遺伝子の発現を抑制する 
 
 JNK1は転写因子である c-Junや FoxOのリン酸化による ATG関連遺伝子の転
写制御、および Bcl-2のリン酸化による Beclin-1の Bcl-2からの解離を介して、
オートファゴソーム形成を制御する(22, 51-54)。そこで、R38AK41A 株感染細胞に
おける JNK1 下流のオートファゴソーム関連遺伝子の転写量について検討した。
感染 4時間後に細胞を回収して Total RNAを精製後、Oligo(dT)20プライマーで
逆転写し、ATG12、Beclin-1、および ATG16L1 に特異的なプライマーセットを
用いて定量的 PCR を行った。その結果、R38AK41A 株感染特異的に ATG12 の
転写量が増加した（Figure 10A）。しかし、Beclin-1 と ATG16L1 には顕著な差
は見られなかった（Figure 10B、10C）。ATG12は FoxOに、Beclin-1は c-Junま
たは ATF4 に、ATG16L1 は ATF4 によって転写される。これらのことから、
JNK1-FoxO 経路がインフルエンザウイルス感染に応答した ATG 関連遺伝子の
発現を制御している可能性が示唆された。 
次に、R38AK41A 株を HeLa 細胞に感染させ、感染 4 時間後に細胞を回収し、
抗リン酸化 Bcl-2（Ser70）抗体を用いたウェスタンブロット法により、Bcl-2の
リン酸化レベルについても検討した。その結果、R38AK41A 株感染細胞では、
Beclin-1の解離に必須なリン酸化 Bcl-2は観察されなかった（Figure 10D）。従
って、HeLa 細胞では、JNK1 は FoxO を介した転写制御によって、ウイルス感
染に応答したオートファゴソーム形成を制御している可能性が推測される。 
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Figure 10 NS1は JNK1下流の ATG関連遺伝子の発現を抑制する 
（A-C）HeLa細胞に R38AK41A株を感染させ、感染 4時間後に細胞を回収し、 
Total RNA を精製した。Oligo(dT)20プライマーで逆転写反応後、ATG12（Panel 
A）、Beclin-1（Panel B）、ATG16L1 遺伝子（Panel C）に特異的な各プライマ
ーを用いて、定量 PCR 法を行った。内部標準として、18S rRNA の定量値を用
いて補正した。**P < 0.01（D）HeLa 細胞に R38AK41A株を感染させ、感染 4
時間後に細胞を回収し、抗リン酸化 Bcl-2（Ser70）抗体、抗 Bcl-2 抗体、抗 NP
抗体および抗 β-actin 抗体を用いてウェスタンブロット法を行った。また、
Paclitaxelを 12時間処理した HeLa細胞を Ser70がリン酸化された Bcl-2のポジ
ティブコントロールとして検出した（lane 1）。 
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第 7 項 vRNP 複合体は Rab11a 陽性リサイクリングエンドソームを介して選
択的にオートファゴソームに取り込まれる 
 
次に、R38AK41A 株感染によって形成されたオートファゴソームに取り込ま
れているウイルスタンパク質を明らかにするため、ウイルスポリメラーゼ複合
体（PB1; マジェンタ）、ウイルスゲノム結合タンパク質（NP; マジェンタ）、
ウイルスゲノム（vRNA; マジェンタ）、およびウイルス粒子上のスパイクタン
パク質（HA; マジェンタ）と LC3（シアン）の細胞内局在を検討した。その結
果、HA以外の PB1、NP、および vRNAがオートファゴソームと共局在するこ
とが明らかになった（Figure 11A）。核内で複製された vRNA は、ウイルスポ
リメラーゼ複合体および NPと結合して、子孫ウイルス RNP（vRNP）複合体を
形成し、核外輸送される。従って、子孫 vRNP 複合体が選択的にオートファゴ
ソームに取り込まれていることが推測される。 
子孫 vRNP 複合体は、Rab11a陽性リサイクリングエンドソームを介して、粒
子形成場である細胞膜へ輸送される(55-57)。そこで次に、Rab11a と LC3 および
vRNA の細胞内局在を、抗 Rab11a 抗体と抗 LC3 抗体を用いた間接蛍光抗体法、
および vRNAに対する RNAプローブを用いた FISH法により観察した。その結
果、R38AK41A 株感染細胞において、オートファゴソームを形成した LC3 と
vRNAおよび Rab11aの共局在が観察された（Figure 11B; Arrowheads）。 
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Figure 11 vRNP複合体は Rab11aおよびオートファゴソームと共局在する 
（A and B）HeLa 細胞に野生株または R38AK41A株を感染させ、感染 10時間
後に細胞を固定し、抗 LC3抗体（シアン）と抗 PB1抗体、抗 NP抗体、抗 HA
抗体（マジェンタ）を用いた間接蛍光抗体法、および vRNA 特異的プローブを
用いた FISH法（マジェンタ）を行った（Panel A）。また同様に、抗 Rab11a抗
体（シアン）、抗 LC3 抗体（イエロー）、vRNA（マジェンタ）も観察した
（Panel B）。矢頭は LC3、Rab11、vRNA が共局在している箇所を示す。Scale 
bar; 10 µm。 
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選択的オートファジーには、標的分子に特異的に結合するオートファジーレ
セプターが必要であり、オートファジーレセプターと結合した標的分子は、隔
離膜に供与される生体膜（供与膜）の輸送と協調してオートファゴソームに取
り込まれる。供与膜の由来については、小胞体、ゴルジ体、Rab11a 陽性リサイ
クリングエンドソーム、細胞膜、およびミトコンドリア膜など、様々な経路が
報告されているが詳細は不明である(58)。そこで、vRNP複合体が Rab11a依存的
にオートファゴソームに取り込まれるか検討した。siRab11a を HeLa 細胞に導
入し、48時間培養後、R38AK41A株を感染させてオートファゴソーム形成を観
察した。Rab11a のノックダウン効率は、コントロールの 25%以下である
（Figure 12A）。その結果、Rab11a ノックダウン細胞では、オートファゴソー
ムの形成自体が顕著に減少し、vRNA のオートファゴソームへの選択的取り込
みは観察されなかった（Figure 12B、12C）。従って、インフルエンザウイルス
感染によって誘導されるオートファゴソームは、Rab11a 陽性リサイクリングエ
ンドソームを供与膜として伸長すること、および供与膜の輸送と協調して
vRNP 複合体がオートファゴソームに選択的に取り込まれることが推測された。 
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Figure 12 Rab11a 陽性リサイクリングエンドソームは vRNP 複合体の選択的
オートファジーに必須である 
（A）HeLa細胞に scrambled siRNA（siCtrl）もしくは siRab11aをトランスフェ
クションし、48時間後に細胞を回収し、抗 Rab11a抗体および抗 β-actin抗体を
用いてウェスタンブロット法を行った。Lanes 1 and 4; 5 x 103 cells、Lanes 2 and 
5; 1 x 104 cells, Lanes 3 and 6; 2 x 104 cells。（B and C）Rab11aをノックダウンし
た HeLa細胞に野生株または R38AK41A株を感染させ、感染 10時間後に固定し、
抗 LC3抗体（シアン）を用いた間接免疫抗体法および vRNAに特異的な RNA
プローブ（マジェンタ）を用いて FISH法を行った（Panel B）。オートファゴ
ソーム形成が観察された感染細胞数を定量化し、グラフに示す（Panel C; n > 
100、***P < 0.001）。Scale bar; 10 µm。  
51  
第 2節 考察 
 
NS1によるオートファゴソーム形成阻害機構 
 NS1 変異株だけでなく、野生株感染細胞でも、脂質修飾された LC3（LC3-
II）の蓄積が観察された（Figure 8A）。この LC3-IIの誘導は、M2の C 末端に
保存された LC3-interacting region（LIR）を介して、M2 が LC3 と結合し、LC3
の脂質修飾を促進することによると報告されている(46)。一般的に、LC3-II 量と
オートファジーの活性には正の相関があるが、野生株感染細胞では LC3-IIが蓄
積しているにもかかわらず、NS1の RNA結合活性とクラス I PI3K促進活性を
介して、オートファゴソーム形成を抑制していることが明らかになった
（Figure 7）。NS1によって活性化されたクラス I PI3K-Akt経路は TSC2のリン
酸化を促進することが明らかになり（Figure 8B）、これによって mTORC1 を
介して ULK1/2-ATG13-FIP200 複合体依存的な隔離膜形成を阻害すると推測さ
れた。一方、NS1は RNA結合活性依存的に JNK1を抑制することも明らかにし
た（Figure 9）。インフルエンザウイルス感染において、PAMPs として認識さ
れるのはウイルス由来の RNA であり、そのレセプターとして、PKR、RIG-I、
2’-5’-oligoadenylate synthase、 TLR3、および TLR7などが報告されている。その
うち、PKRはキナーゼとして、JNK1、p38 MAPK、および NF-κBを活性化する
ことが報告されている(38)。また、RIG-I の下流分子である TRAF6 は、I 型イン
ターフェロンや TGF-βシグナルに応答して JNK1を活性化することが報告され
ている(59, 60)。今後、JNK1 の上流で NS1 の標的となる病原体センサー分子を同
定することが重要である。 
 
vRNP複合体の選択的なオートファジーを担う分子機構 
選択的オートファジーによって、損傷したオルガネラや凝集したタンパク質
を特異的に除去するには、オートファジーレセプターが必要である(61)。これま
でに、p62/SQSTM1 や NBR1 がオートファジーレセプターとして機能すること
が報告されており、これらのレセプターは、ポリユビキチン化されたタンパク
質の選択的取り込みに関与する。一方、これまでにポリユビキチン修飾された
vRNP 複合体は観察されていない。本研究より、Rab11a 陽性リサイクリングエ
ンドソームが vRNP 複合体の選択的オートファジーに必須であることが明らか
になった（Figure 11、12）。Rab11aは vRNP複合体と結合することが報告され
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ており、この結合を介して、vRNP 複合体は選択的にオートファゴソームに取
り込まれている可能性が考えられる(55, 56, 62)。インフルエンザウイルスだけでな
く、麻疹ウイルスやセンダイウイルスのゲノム RNAも Rab11a陽性リサイクリ
ングエンドソームを介して、細胞膜に輸送されることが明らかになっており、
他のウイルス種においても、Rab11a 陽性リサイクリングエンドソームをオート
ファジーレセプターとして、選択的オートファジーが誘導されている可能性が
ある。 
Rab11a 陽性リサイクリングエンドソームは、核近傍の Endocytic recycling 
compartment （ERC）から、細胞膜への小胞輸送を担うエンドソームである。
一方、ストレスに応答して、Rab11a 陽性リサイクリングエンドソームの輸送先
を細胞膜から隔離膜へ切り替える分子スイッチは明らかになっていない。これ
までに、隔離膜に局在する WIPI2タンパク質が PI3Pに富んだ Rab11a陽性リサ
イクリングエンドソームと結合すること、および SNX18 タンパク質によって、
一部のオートファジー関連分子がリサイクリングエンドソームから隔離膜へと
輸送されることが報告されている(15, 63)。ウイルス感染に応答した JNK1 などの
ストレスシグナルによって、これらの隔離膜とリサイクリングエンドソームを
繋ぐアダプター分子が制御されている可能性が考えられる。 
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第 3章 総括と展望 
 
第 1節 総括 
  Figure 13に本研究で明らかにした NS1によるオートファゴソーム形成抑制
機構のモデル図を示す。 
NS1 の欠損株では、オートファゴソームが形成されることを見出し、オート
ファゴソームの形成抑制には、NS1の RNA結合活性およびクラス I PI3Kの促
進活性が必須であることが明らかになった。NS1の RNA結合活性は、JNK1シ
グナル経路の抑制に必要であり、NS1 変異株感染細胞では、JNK1 によって制
御される転写因子 FoxO下流の ATG関連遺伝子の発現が増加していた。一方、
NS1によるクラス I PI3Kの活性化は、下流の Aktキナーゼの活性化を誘導し、
TSC2-mTORC1 経路を介したオートファゴソーム経路の抑制に関与することを
明らかにした。 
 また、インフルエンザウイルス感染によって形成されたオートファゴソーム
には、選択的に vRNP複合体が取り込まれており、この輸送には Rab11a陽性リ
サイクリングエンドソームが関与することが示唆された。Rab11a 陽性リサイク
リングエンドソームは、供与膜としてオートファゴソーム形成に寄与する可能
性も示唆された。 
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Figure 13 NS1によるオートファゴソーム形成抑制機構のモデル図 
 NS1は p85βの活性化による TSC1/2のリン酸化、mTORC1の活性化を介して
隔離膜の伸長およびオートファゴソームの形成を抑制する。その一方で、JNK1
を介した ATG 関連遺伝子の転写、Rab11a 陽性リサイクリングエンドソームを
供与膜とした伸長、供与膜の輸送と協調した vRNP 複合体のオートファゴソー
ムへの選択的取り込みを阻害する。 
 
  
55  
第 2節 展望 
これまでに、ウイルス研究を発端として数多くの生命科学的発見が得られて
いる。ラウス肉腫ウイルスのゲノムにコードされたがん原遺伝子 Src の発見を
はじめ、カイコ細胞質多核体ウイルスを用いた研究によりキャップ構造の発見、
ウイルス感染現象の解析を通して飛躍的に進歩した自然免疫応答の一連の研究
などである(64-66)。また、ウイルス工学の成果として、アデノ随伴ウイルスベク
ターやレンチウイルスベクターなどの遺伝子導入系の開発は、実験動物にも応
用できる画期的な遺伝子導入ツールとして、生命科学の発展に大きく寄与して
きた(67, 68)。本研究成果を基盤に、オートファジーを誘導するための感染体認識
機構や、Rab11a 陽性リサイクリングエンドソームのオートファジーレセプター
としての役割とそのシグナル経路の上流を明らかにできることが期待される。 
 
 ウイルス感染に応答して、宿主の様々な生体防御機構が活性化するが、ウイ
ルスは進化的にこれらを抑制するウイルス遺伝子を獲得し、生体防御機構を抑
制することで増殖する。そのため、NS1 を含め、抗生体防御に関与する多くの
ウイルス遺伝子が病原性の決定因子として機能する。よって、抗生体防御に関
与するウイルス遺伝子を標的とした創薬設計は、重症化リスクを低減できるこ
とが期待できる医薬品開発につながる可能性がある。一方、ウイルスゲノムの
変異頻度は高く、抗インフルエンザ薬であるオセルタミビルやアマンタジンに
対する耐性ウイルスの出現が報告されており、新薬の開発と耐性株の出現はい
たちごっこというのが現状である(69, 70)。宿主とウイルスの攻防を創薬標的とす
ることで、ウイルスの変異によらない、広範囲のウイルスに使用可能な医薬品
開発につながる可能性が期待される。 
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